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研究成果の概要（和文）：当研究では、クロマチンを構成するヒストンの修飾と遺伝子の転写調
節との関連を明らかにするため、クロマチン転写に必要な因子の特定を進めるとともに、ヒス
トンアセチル化を介した転写活性化メカニズムについて解析を行ってきた。その結果、ヒト培
養細胞（HeLa）の核抽出液中にクロマチン転写に必要な活性を複数検出し、候補分子を同定
した。また、アセチル化部位を欠失させたヒストン変異体を用いてクロマチンを再構成し、転
写反応を行ったところ、複数の変異体で転写活性に影響を及ぼすことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：To understand molecular mechanisms of transcriptional 
regulation via histone modifications, I have tried to identify the molecule(s) 
that is required for transcription from the chromatin template and have been 
focusing histone acetylation to analyze the relationship between histone 
modifications and transcriptional regulation.  Using a purified in vitro 
transcription system, multiple chromatin transcription-enabling activities were 
identified in HeLa nuclear extract-derived fractions.  Also, some of the 
acetylation-deficient mutants of histone H3 or H4 showed different transcription 
activity from the wild-type histone, suggesting that acetylation of the specific 
sites is important for transcriptional regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）クロマチン転写に必要な因子について 
 細胞内の遺伝子発現はおもに転写の段階
で行われる。転写を行う RNA ポリメラーゼ
は、クロマチン構造に折たたまれた DNA 中
の遺伝子を転写しなければならず、その過程
には多くの因子を必要とする。これまでに、
複数の研究グループによりクロマチンを鋳
型とした in vitro 転写システムが構築され、
クロマチン上での転写に必要な因子が単離、
同定されてきた。しかし、これらの研究で用
いているクロマチン再構成系や転写システ
ムはさまざまで、クロマチン上での転写に本
当に必要な因子を特定することが困難であ
る。またクロマチン再構成や転写反応に細胞
抽出液などを用いた系もあり、夾雑物の影響
も否めない。これらの研究を踏まえ、近年、
さらに精製されたクロマチン再構成系と転
写系を用いた解析が行われ、転写伸長因子 
TFIIS がクロマチン上での転写に必要な因
子として報告された。当研究ではこれらの結
果をもとに、精製した組換えタンパク質を用
いて再構成したクロマチンを鋳型にし、精製
度の高い再構成転写システムで転写反応を
行ったが、我々の再構成転写システムに 
TFIIS を加えただけでは転写産物が検出さ
れなかった。しかし、HeLa 細胞核抽出液由
来の粗画画分を加えると転写産物が検出さ
れたことから、この画分にクロマチン転写に
必須の未知の因子が含まれることが示唆さ
れた。 
 
（２）ヒストンアセチル化について 
 最近、ヒストンの修飾と転写制御との関係
が盛んに研究され、遺伝子の転写活性とヒス
トン修飾の関連が明らかにされるとともに、
ヒストン修飾酵素あるいは修飾残基を認識
する因子などが数多く同定されている。なか
でもヒストンのアセチル化は転写活性化に
重要な修飾で、ヒストン H3 および H4 の N 
末端リシン残基のアセチル化が GAL4-VP16 
による転写活性化に必要であることが明ら
かにされているが、アセチル化残基の機能に
ついてはまだよく分かっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）真核生物の RNA ポリメラーゼが、ク
ロマチンという複雑な構造上でどのように
転写調節を行っているのかを分子レベルで
明らかにするため、クロマチン上での転写反
応に必要な因子を同定する。 
 
（２）アセチル化されることが知られている
ヒストン H3 および H4 の N 末端リシン
残基のうち、転写活性化に重要な残基を決定
する。次に、ヒストンのアセチル化を介した
転写活性化の分子メカニズムを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）クロマチン転写に必須な因子の同定  
 精製度の高い in vitro クロマチン転写シ
ステムを用いて、クロマチン転写に必須な因
子の精製と同定を行う。当研究では、in vitro 
で再構成したクロマチンを鋳型に用い、基本
転写因子やこれまでに報告されたコアクチ
ベーター等を用いて転写反応を行ったが、既
知の因子のみでは転写産物が検出されず、
HeLa 細胞核抽出液由来の粗画画分を加え
ることによりクロマチン上での転写産物が
検出された。これは、この画分にクロマチン
転写に必須な未知の因子が含まれているこ
とを示唆する。この画分をさらに精製し、活
性を担う因子をマススペクトロメトリーに
よって同定する。同定した因子は、昆虫細胞
あるいは大腸菌を用いて組換えタンパク質
を作製し、活性を確認する。 
 
（２）転写活性化におけるヒストンアセチル
化の機能解析 
 転写活性化に必要なリシン残基を詳細に
同定するため、ヒストン H3 の N 末端リシ
ン残基（K9, K14, K18, K23）およびヒスト
ン H4 の N 末端リシン残基（K5, K8, K12, 
K16）を変異させた組換えヒストンを作製し、
それぞれの変異ヒストンを用いたクロマチ
  
ンを再構成して転写反応を行う。複数のリシ
ン残基のアセチル化が転写活性化に必要な
場合、一残基ずつの変異体では部分的な影響
しか見えない可能性もある。この場合は、変
異による影響が見られたリシン残基を同時
に破壊し、転写活性への影響を調べる。また、 
マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイに
より、リシン残基の変異がクロマチン構造に
影響するかどうかも確認する。次に、アセチ
ル化リシン残基を介した転写活性化メカニ
ズムを明らかにするため、特異的に結合する
タンパク質を探索する。これには、アセチル
化ヒストンを用いて再構成したクロマチン
あるいはアセチル化リシンを含む合成ペプ
チドをビーズに固定化し、HeLa 細胞核抽出
液などと混合して特異的な結合タンパク質
を検出する。また、そのタンパク質が物理的
および機能的に相互作用する他の因子につ
いても調べ、転写活性化メカニズムの解明に
つなげる。さらに、同定したアセチル化リシ
ン結合タンパク質の細胞内での機能を調べ
るため、RNAi によるノックダウン実験を行
い、マイクロアレイなどで遺伝子発現に与え
る影響について検討する。また、ChIP assay 
により、転写が活発な遺伝子上でのヒストン
のアセチル化状態、およびアセチル化リシン
結合タンパク質の結合の分布などについて
解析する。 
 
４．研究成果 
（１）当研究では、アセチル化をはじめとす
るヒストン修飾を介した転写活性化機構を
解析するため、再構成したクロマチンを鋳型
に用いた in vitro 転写システムを構築した。
クロマチン再構成には大腸菌で発現させた
ヒストンと鋳型 DNA、ヒストンシャペロン 
NAP-1、クロマチンリモデリング因子 ACF、
Topo-I を用い、マイクロコッカルヌクレアー
ゼアッセイにより規則正しいクロマチンが
できていることを確認した。次に、このクロ
マチンを鋳型に用い、基本転写因子（TFIIA, 
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH）、RNA 
ポリメラーゼ II、Mediator、TFIIS、ヒスト
ンアセチル化酵素 p300、アセチル CoA、ア
クチベーター  GAL4-VP16 存在下で  in 
vitro 転写反応を行ったところ、これらの因
子のみでは転写が全く起こらなかった。しか
し、ここに HeLa 細胞の核抽出液を陽イオ
ン交換セルロース P11 で粗分画したフラク
ションを加えると、アクチベーターおよび 
p300 依存的な転写がみられ、クロマチン転
写に必要な未知の因子が HeLa 細胞の核抽
出液中に存在することが示唆された。クロマ
チン上での転写制御を分子レベルで解析す
るためには、この未知分子を同定することが
必須であると考え、イオン交換カラムなどを
用いて精製を進め、クロマチン転写に必要な
複数の活性を検出した。これらのうち、いく
つかの候補分子をマススペクトロメトリー
により同定した。同定した分子の cDNA を
HeLa 細胞から調製し、組換えバキュロウィ
ルスを作製して昆虫細胞で組換えタンパク
質を発現させた。このタンパク質分子を精製
し、転写活性を調べたが、鋳型クロマチンか
らの転写はほとんど検出されなかった。精製
過程で活性に必要な他の分子が失われ、今回
同定した分子のみでは活性が見られなかっ
た可能性もあるので、さらに詳細に解析を進
めている。 
  
（２）転写活性化に関わるヒストンアセチル
化部位を調べるため、アセチル化されること
が知られるヒストン H3 および H4 のリシン
残基をアルギニン残基に変えた変異体を作
製し、クロマチンを再構成した。ヒストン
H3の9,14,18,23,27番目のリシン残基を同時
に変異させたものはほとんどアセチル化さ
れず、この変異体を含む鋳型クロマチンから
の転写活性化も見られなかった。一方、ヒス
トン H4 の 5,8,12,16 番目のリジン残基の変
異は転写にほとんど影響しなかった。個々の
リジン残基の変異による転写への影響につ
いて調べるため、各残基を一つずつ変異させ
た組換えヒストンを作製し、in vitro でクロ
マチンを再構成した。マイクロコッカルヌク
レアーゼアッセイの結果、一部の変異体にお
  
いてクロマチン構造の規則性が低下した。ま
た、これらのヒストン変異体を含むクロマチ
ンを用いて転写反応を行ったところ、転写活
性に影響がみられるものがあった。このこと
から、既知のアセチル化部位のうち、一部の
リシン残基の修飾が転写活性化に重要な役
割を担っていることが示唆された。 
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